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tau 蛋白形成的神经纤维缠结。目前 AD 的发病假说中 广为认可的是 β 淀粉样
蛋白级联假说，该假说认为体内 Aβ的过量积累和 Aβ42/Aβ40 比例的增加是导致
AD 发病的关键因素。Aβ的产生是由其前体蛋白 APP(amyloid precursor protein)
经 β和 γ分泌酶切割产生。γ分泌酶复合体主要由早老素(presenilin, PS)，APH1, 




我们以 PS1 蛋白羧基端 265 至 467 氨基酸构建诱饵蛋白，通过酵母双杂交的
方法筛选出了一个可以和 PS1 相互作用的蛋白 CHIP(carboxyl terminus of Hsc70 
interacting protein , CHIP)。CHIP 目前被报道主要有两种生理功能，一方面作为
热休克蛋白的辅助因子帮助错误蛋白的折叠；另一方面发挥 E3 泛素连接酶的功




CHIP 与 PS1 相互作用的具体部位，我们构建了含 CHIP 不同结构域的克隆。免
疫共沉淀实验发现 CHIP 主要通过其氨基端的 TPR 结构域和 PS1 相互作用。进
一步的实验发现 PS1 可以稳定 CHIP-Hsp70 复合体。我们的这些实验结果为进一
步研究 CHIP 对 PS1 生理功能的影响提供了有力的支持。 
 















                                                                                     
Abstract 
 
Alzheimer's disease (AD) is characterized by β-amyloid plaques consisting of 
β-amyloid (Aβ) peptides and neurofibrillary tangles consisting of 
hyperphosphorylated tau protein. Currently the most widely accepted view about the 
pathogenesis of AD is the Aβ cascade hypothesis, which suggests that Aβ 
accumulation or an increased ratio of Aβ42 over Aβ40 play an important role in AD 
pathogenesis. Aβ is proteolytically derived from its precursor protein APP through 
sequential cleavages by the β-secretase and the γ-secretase complex comprising 
presenilins (PS), nicastrin, APH-1, and PEN-2. In addition to its involvement in the 
γ-secretase activity, PS1 participates in many other biological functions such as 
protein trafficking, calcium homeostasis, apoptosis, and tumorigenesis. 
We have previously identified a potential PS1-interacting protein, CHIP(carboxyl 
terminus of Hsc70 interacting protein), by yeast two-hybrid system using the PS1 
265-467 amino acids as the bait. CHIP has been known to have two main functions: 
one is to help protein folding as a cofactor of heat shock proteins, the other is to 
degrade misfolding proteins as an E3 ligase. But the interaction between CHIP on PS1 
and its physiological relevance have not been reported. 
 In the present study, we confirmed the interaction between CHIP and PS1 by 
coimmunoprecipitation in mammalian cells. Immunoflurocence study also showed 
that CHIP and PS1 colocalize around the nucleus. To further identify the specific 
domain of CHIP that interacts with PS1, we constructed vectors containing different 
domains of CHIP. By coimmunoprecipitation we found that CHIP interacts with PS1 
through it’s TPR domain. Futhermore, our study shows that PS1 can stablize the 
CHIP-Hsp70 complex. Our results suggest a potential role of PS1 in modulating the 
heat shock protein system through its interaction with CHIP. 
 
Keywords: AD (Alzheimer’s disease); PS1 (presenilin 1); CHIP (carboxyl terminus 
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英文缩写 英文全名 中文名称 
AD Alzheimer’s disease 阿尔茨海默症 
AICD APP intracellular domain  
APH-1 anterior pharynx-defedtive 1  
APP beta-amyloid precursor protein β-淀粉蛋白前体蛋白 
Aβ beta-amyloid β-淀粉样蛋白 
BACE beta-site APP cleaving enzyme  




co-IP co-immunoprecipitation 免疫共沉淀 
CTF carboxyl terminal fragments 羧基端片段 
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium Dulbecco’s 的改良 Eagle’s 培养基 
EDTA Ethylenediamineteraacetic acid 乙二胺四乙酸 
FAD familial Alzheimer disease 家族型 AD 
FBS fatal bovine serun 胎牛血清 
GA glucocorticoids acceptor 糖皮质激素受体 
Hsc70 heat shock cognate protein 70 热激蛋白 70 同源蛋白 
Hsp70 heat shock protein 70 热激蛋白 70 
Hsp90 heat shock protein 90 热激蛋白 90 
HEK293T human embryonic kidney 293T 人胚肾 293T 细胞株 
LOAD late onset Alzheimer disease 散发型 AD 
NCT Nicastrin  
NTF  amino terminal fragments 氨基端片段 
NICD Notch intracellular domain  
NRK  normal rat kidney 正常大鼠肾细胞 
NMDA N-methyl-D-aspartic acid N-甲基 D-天冬氨酸 
ORF open reading frame 开放阅读框 
PAGE polyacrylamide gel electrophoresis 聚丙烯酰胺凝胶电泳 
PCR Polymerase Chain Reaction 聚合酶链式反应 
PD Parkinson’s disease 帕金森症 
PEN-2 presenilin enhancer 2  
PS1 presenilin 1 早老素 1 
PS2 presenilin 2 早老素 2 
ROS reactiveosygenspecies 活性氧 
SAPK stress-activated protein kinase 氧化激活蛋白激酶 
TPR  tetratricopeptiderepeat  
WB western blotting 免疫印迹 


































































于 65 岁。散发型占 AD 的绝大多数病例，其发病年龄通常大于 65 岁。从病因上
来说，家族型 AD 通常伴有遗传上的改变，如 APP，PS1，PS2 等基因的突变。
但迄今为止，人们对散发型 AD 的病因还存在很大争议。有学者提出环境因素对







活、引起氧化损伤以及 TAU 蛋白聚集和磷酸化，并 终引起神经细胞功能障碍

























能力[9]。在 APP-Swedish 老鼠中人们发现，在 Aβ 斑块出现之前，二聚体和三聚
体形式的 Aβ就足以导致老鼠的学习行为的异常[10]。进一步研究发现这是因为过






内外的离子动态平衡，从而导致神经细胞死亡。 早 Nelson Arispe 等人发现
Aβ1-40 能够在类脂双分子层上形成通道[11]。进一步研究发现 Aβ可以在脂质体、
神经元、内皮细胞和脂双层膜上形成离子通道，这种离子通道是非电压依赖性的，




Aβ 二级结构研究发现 Aβ40 可以形成一种由 β 折叠片的发卡结构和紧连着的螺






















































裂的 G0 期。但是研究发现在 AD 发病 早期，其神经细胞中细胞有丝分离的标





































































第二节 Presenilin 1 的研究进展 
根据 AD 病人发病时间的不同，一般将 AD 分为家族型 AD(FAD)和散发型
AD(LOAD)。家族型约占全部病史的 10%，其发病年龄小于 65 岁。散发型占 AD
的绝大多数病例，其发病年龄通常大于 65 岁[24]。从病因上来说，家族型 AD 通
常伴有遗传素质的改变，通常是由三个基因的突变引起的，分别是位于 21 号染
色体上的 β-淀粉样前体(β-amyloid precursor protein, βAPP)基因,14 号染色体上的
早老素 1(presenilin1, PS1)蛋白和 1 号染色体上的早老素 2(presenilin2, PS2)基因
[25]。到目前为止，AD 突变数据库(http://www.molgen.ua.ac.be/AD Mutations)已经
收录了 180 多个与 FAD 有关的 PS1 的基因突变，而 APP 和 PS2 的基因突变则相
对少的多，分别为 37 和 23 个。因此 PS1 的基因突变占据了 FAD 的绝大部分比
例，是导致 FAD 的 主要原因。 
迄今为止发现的与 FAD 有关的 PS1 基因突变绝大部分是错义突变，分布于
PS1 基因的整个蛋白编码区，主要在高度保守的跨膜区，膜临近区域，以及 PS1
第 6 次跨膜区和第 7 次跨膜区之间的大亲水环处[26]。也有一部分 PS1 突变是由
于基因部分插入和缺失造成。但具体PS1在AD发病机制中的作用还不是很明确。 
2.1 PS1 的基因和蛋白结构 
1995 年，与家族性阿尔茨海默症相关的两种 PS 基因被发现，即：14 号染
色体上的 PS1 基因和 1 号染色体上的 PS2 基因[27-28]。PS1 基因编码一个含有 467
个氨基酸的多次跨膜蛋白，PS1。PS2 基因编码一个含有 448 个氨基酸的多次跨
膜蛋白，PS2。这两个蛋白具有很高的同源性，其序列相似性超过 65%。在小鼠
发育过程中 PS1 的表达比 PS2 出现较早，而且 PS1 的表达量也比 PS2 多，说明
这两个基因在发育过程中受到不同的调控[29]。这两种蛋白都在人类和啮齿类动物
的大脑和外周组织普遍表达。 
PS1 基因定位于 14 号染色体上，具体位置为 14q24.3。PS1 基因于 1995 年
克隆成功，全长约 83kb[30]。因转录起始位点的不同，可以形成 27kb 和 7.5kb 两
种 PS1mRNA 转录子；共含有 13 个外显子，其中第 1 外显子至第 3 外显子为非
翻译区，第 4 至第 13 外显子参与编码 PS1 蛋白。 
PS1 基因编码一个含有 467 个氨基酸的多次跨膜蛋白，PS1。分子量大约为


















跨膜拓扑模型认为其具有 6-9 次跨膜的结构。目前大家 广泛接受的模型是：PS1
的 N 端和 C 端都在胞质区，同时在第 6 和第 7 跨膜域之间还有一个亲水环位于
胞质区[31]。现在人们已经确定了 PS1 蛋白 N 端和其前 6 个跨膜结构域的拓扑结
构，争论的焦点主要集中在该蛋白第 6 次跨膜结构域之后的部分。目前广为接受
的是 PS1 的 8 次跨膜结构，但 近报道显示 PS1 存在 9 次跨膜结构，即 N 端的
6 次跨膜结构域和大亲水环后的三次跨膜结构[32-33](图 1-1)。 
 
图 1-1 PS1 的拓扑结构示意图 
Figure 1-1 A schematic topology of PS1 
注：蓝色区域代表疏水结构域。剪刀指示了 PS1 的蛋白酶切割位点。本图引自: De Strooper B. EMBO 
Rep. 2007 Feb;8(2):141-6.  
 
2.2 PS1 的剪切加工和成熟 
全长 PS1 蛋白分子量大约在 42kD 左右。随后又很快被一种未知的蛋白酶在
第 6、7 次跨膜域之间的亲水环处切割，产生约 27kD 的 N 端片段(NTF)和约 16kD
的 C 端片断(CTF)[34]。这种切割是 PS1 成熟所必需的，只有被切割后的 PS1 NTF
片段和 PS1 CTF 片段才能和 nicastrin, APH-1, PEN2 等蛋白正确装配成为有活性
的 γ分泌酶复合体[35]。研究发现在 PS1 缺失的细胞中，γ分泌酶复合体没有活性；
但如果在这些细胞中同时表达外源的 PS1 NTF 和 CTF 则可以使 γ分泌酶复合体

















蛋白第 257 和 385 位的 Asp 是 PS1 蛋白发挥功能所必须的。如果将第 6 跨膜区
的 Asp257 及第 7 跨膜区的 Asp385 突变，则翻译出的 PS1 蛋白不能被切割，也
不能装配出活性的 γ 分泌酶复合体[40]。另有研究发现 PS1 蛋白的第一跨膜区的
一些氨基酸残基对该蛋白的剪切及活性 γ分泌酶复合体的形成也是必需的[41]。 
此外 PS1 的剪切加工和其稳定性也有很大相关性。研究表明 PS1 全长被切割
后的 N 端片断和 C 端片段半衰期可大大延长[38-39]。但是一种与 FAD 相关的
PS1ΔE9 突变只以全长形式存在而不会被切割，因为此突变基因缺失了第 9 个外




瘤细胞和转基因小鼠体内过表达人源 PS1 时，其自身内源 PS1 表达量下降，而
且外源 PS1 表达量的增加和内源的 PS1 蛋白量的减少成线性关系，此结果说明
内外源 PS1 之间存在一定竞争机制，从而使得 PS 蛋白的总量保持稳定[40]。此外，
PS1 被切割产生的 NTF 和 CTF 片段也是受严格调控的，二者在体内的量总是保
持 1：1 的比例[41]。 
研究还发现位于 PS1 第 6、7 次跨膜区之间的大亲水环处有一个 caspase 切割
位点(D345)，但与 PS1 切割及 γ分泌酶活性的形成无关[42]。 
对胞内 PS1 蛋白进行染色发现 PS1 主要定位于胞内的一些小室中，如内质网
和高尔基复合物[43]。在 NT2N 神经元细胞中发现免疫活性的 PS1 蛋白在神经元
胞体和树突中都可以检测到，但是在轴突和细胞表面 PS1 检测不到[44]。在 BHK
细胞中发现 PS1 与内质网的标志蛋白 calnexin 有共定位现象。在 COS-7 细胞中
发现 PS1 主要定位于细胞膜、内质网和核膜等膜性结构上，更有趣的是细胞膜上
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